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論文内容の要旨 
Chloride intracellular channel 1 (CLIC1)は核や細胞質に局在し、核膜および細胞膜に
おいて Cl-チャネル活性を示し、細胞膜電位の安定化や細胞内 pH の維持、細胞容積の調節
など、基本的な細胞機能を調節する役割を担っている。様々な癌腫で CLIC1 発現が
proliferation、apoptosis、invasiveness に関わると報告されている。一方で食道扁平上皮
癌(ESCC)における CLIC1 の役割について報告されていない。今回、我々は ESCC におい
て CLIC1 の機能解析を行い、発現意義について解明することを目的とした。 
ESCC 細胞株 TE2、TE5、TE8、TE9、TE15、KYSE70、KYSE150、KYSE170、KYSE790
を用いて CLIC1 蛋白の発現について Western blotting 法で確認したところ、いずれも高発
現であった。このうち TE5，KYSE70 を用いて以下の細胞実験を行った。まず、CLIC1 
siRNA を用いて CLIC1 が mRNA および蛋白レベルで knock down されていることを確認
した。これらの細胞を用いて、48 時間および 72 時間の proliferation assay を細胞数測定
により比較したところ、CLIC1-depleted cell で増殖が抑制された。また、CLIC1 knock 
down 後 72 時間の細胞を用いた、propidium iodide(PI)染色と flow cytometry による cell 
cycle 解析では、sub-G1 の増加が見られた。さらに、PI と annexin V-FITC を用いた二重
染色よる apoptosis assay では、early apoptosis の増加が見られた。これらの結果から、
CLIC1低発現の ESCC細胞は apoptosis が亢進することで細胞増殖が抑制されると考えら
れた。一方で、Boyden chamber を用いた cell migration / invasion assay では、
CLIC1-depleted cell で遊走能および浸潤能がともに亢進していた。上皮間葉形質転換
(EMT)に関わる因子について mRNA および蛋白レベルで確認したところ、EMT が亢進す
ることが分かり、この結果が裏付けられた。 
CLIC1-depleted KYSE70 cell を用いた microarray 解析では、control と比較して 3099
遺伝子で 3 倍より大きい発現変化を認め、957 遺伝子で発現の上昇を認めており、2142 遺
伝子で発現の低下を認めた。さらに、Ingenuity pathway analysis(IPA)を用いた解析では、
Toll-like receptor signaling pathway が活性化されており、特に TLR2/JNK pathway を介
して apoptosisを制御していることがわかった。この結果について validationしたところ、
TE5、KYSE70 ともに再現性が得られた。 
当院において根治切除が施行された術前未治療 ESCC の 61 症例を用いて、免疫組織化
学染色(IHC)を行い CLIC1 発現と臨床病理学的因子や予後因子の関連について調べた。ま
ず、非癌部の食道上皮では基底層や傍基底層を除いた深層領域の細胞質において CLIC1 発
現を認めた。また ESCC 細胞では主に細胞質に CLIC1 発現を認めた。CLIC1 の発現強度
により 0 (no staining)、1 (weakly staining)、2 (moderately staining)、3 (strongly staining)
に分類した。非癌部食道上皮の深層領域は染色強度 1 程度であった。ESCC 細胞における
CLIC1 発現強度が中等度、すなわち染色強度 2 以上の領域を注目すると、90%以上の症例
（高発現群；9 例）と 10%以下の症例（低発現群；20 例）で有意に予後不良であった。高
発現群では臨床病理学的因子との有意な相関は見られなかったが、低発現群では有意に分
化度が低かった。多変量解析においては高発現群または低発現群であることが独立した予
後不良因子であった。 
以上のことから、ESCC において、CLIC1 発現が極めて高い場合では tumor survival
が増強されることで予後が不良となる可能性があり、また極めて低い場合では cellular 
movement が亢進することで予後が不良となる可能性があると考えられた。CLIC1 はその
発現程度により ESCC の tumor behavior を切り替える switch としての役割がある可能性
が示唆された。 
 
